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摘要 :【 目 的] 本 研究 旨 在 探 完 拟 除虫菊 酯 类 杀 忠 剂 对 棉铃 忠 Helicoverpa armigera 2) * 肠 道 菌 群 结 
构 及 代谢 的 影响 ,丰富 对 杀 虫 剂 作 用 机 理 的 认识 。【 方 法 】 分 别 对 棉铃 虫 2 和 3 龄 幼虫 饲 喂 普通 人 
工 饲 料 ( 对 照 组 ，SS) 296 L $8.3) BR (D EL AXIS x3] 88 ) 粉剂 饲料 (七 氛 菊 酷 处 理 组 , Te) 和 含 
2. 596 省 氛 菊 酯 ( 开 型 拟 除 虫 菊 酯 ) 乳 油 饲 料 (省 氰 菊 酯 处 理 组 ，DM ) ,然后 提取 3 龄 幼虫 肠 道 菌 群 
基因 组 DNA; 利 用 Jumina MiSeq 二 代 高 通 量 测 序 技术 对 肠 道 细 菌 的 16S rDNA 的 V3-V4 变异 区 进 
行 测序 ,分 析 其 肠 道 细菌 的 多 样 性 和 丰富 度 ;利用 qPCR 验证 16S rDNA 测序 分 析 结 果 。 取 2 和 3 
龄 幼虫 肠 道 , 匀 效 后 进行 Biolog-Eco 实验 ,分 析 肠 道 细菌 对 Eco 板 上 31 种 碳 源 的 代谢 情况 。【 结 
果 】16S rDNA 测序 结果 表明 ,棉铃 忠 3 龄 幼虫 肠 道 细 菌 主 要 是 厚 壁 菌 门 (Firmicutes)、 变 形 菌 门 
(Proteobaceteria)、 拟 杆菌 门 (Bacteroidetes) 和 蓝 薄 菌 门 (Cyanobacteria) 。 与 对 照 组 相 比 ,省 氛 菊 酯 处 
理 组 和 七 气 菊 酯 处 理 组 的 棉铃 虫 幼虫 肠 道 细菌 的 a 多 样 性 指数 没有 显著 性 改变 ,但 是 菌 群 结构 发 
生 了 变化 :在 门 水 平 , 拟 杆菌 门 的 相对 丰 度 减少 , 厚 壁 菌 门 和 蓝 滞 菌 门 的 相对 丰 度 增加 ,qPCR 验证 
结果 亦 支持 16S rDNA 测序 分 析 的 这 个 结果 ;在 属 水 平 , 拟 杆菌 属 Bacteroides ŽK A Æ Prevotella 和 
假 单 胞 菌 属 Pseudomonas 等 的 相对 丰 度 降低 ,狭义 梭 菌 属 Clostridium. sensu. stricto 1 、 埃 希 菌 属 - 志 贺 
KÄ H Escherichia-Shigella $e ik X le Ej J£ Halomonas 等 的 相对 丰 度 增加 ,其 中 盐 单 胞 菌 属 
Halomonas 的 相对 丰 度 显著 增加 。Biolog-Eco 结果 表明 ,与 对 照 组 相 比 ,省 所 菊 醋 处理 组 中 2 8825 
Sos X JE CIR 80 AR 6 71 F Te iE SUE] E A2 28 de 26 8,35 B Ab 22 P 3 元 幼虫 对 DL-a- 磷 酸 甘 
油 、 肝 糖 和 工 -苯酚 氨 酸 等 碳 源 的 利用 能 力 下 降 。 [2536 ] 25 Rom AA x XJ BE RA S AR E 
肠 道 菌 群 的 结构 和 代谢 能 力 有 明显 影响 , 拟 除 虫 菊 酯 类 杀 虫 剂 使 棉铃 虫 肠 道 有 益 菌 的 相对 丰 度 下 
降 ,而 使 致 病菌 的 相对 丰 度 增加 。 短 时 间 拟 除虫菊 酯 处 理 未 造成 抗 药性 菌 群 的 丰 度 增加 。qPCR 
检测 结果 与 16S rDNA 测序 分 析 结 果 相 似 。 工 型 和 下 型 拟 除 虫 菊 栈 类 杀 虫 剂 对 棉铃 虫 肠 道 菌 群 结 
构 和 代谢 功能 的 影响 不 同 。 
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Abstract: [Aim] This study aims to address the effects of pyrethroid insecticides on the structure and 
metabolism of larval gut microbiota of Helicoverpa armigera and to enrich the knowledge about the action 


mechanisms of pesticides. [ Methods] The 2nd and 3rd instar larvae of H. armigera were fed with the 
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normal artificial diet ( control group, SS) and diets containing 2% tefluthrin (type I pyrethroid) powder 
(tefluthrin treatment group, Te) and 2. 5% deltamethrin (type II pyrethroid) emulsifiable concentrate 
( deltamethrin treatment group, DM) , respectively, and then the genomic DNA of gut bacteria of the 3rd 
instar larvae was extracted. Then the V3-V4 region of 16S rDNA of gut bacteria was sequenced using 
Illumina MiSeq of the 2nd generation high-throughput sequencing technology to analyze the diversity and 
abundance of gut bacteria, and qPCR was performed to verify the 168 rDNA sequencing and analysis 
results. In addition, the gut samples of the 2nd and 3rd instar larvae of H. armigera were milled for 
Biolog-Eco experiment to analyze the metabolism of 31 carbon sources by gut bacteria on the Eco plate. 
[ Results] Sequencing results of 16S rDNA showed that the gut bacteria of the 3rd instar larvae of H. 
armigera were mainly composed of Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes and Cyanobacteria. 
Compared with the control group, the o-diversity index of the larval gut bacteria in the deltamethrin and 
tefluthrin treatment groups did not change significantly, but the community structure of bacteria changed. 
At the phylum level, the relative abundance of Bacteroides in the deltamethrin and tefluthrin treatment 
groups decreased as compared with that in the control group, while that of Firmicutes and Cyanobacteria 
increased. qPCR verification results supported the above 168 rDNA sequencing and analysis results. At 
the genus level, the relative abundance of Bacteroides , Prevotella, and Pseudomonas was reduced, and 
that of Clostridium sensu stricto 1, Escherichia-Shigella , and Halomonas increased, especially Halomonas 
with significant increase. Biolog-Eco results showed that the metabolic capacity of carboxylic acid carbon 
sources in the 2nd instar larvae in the deltamethrin treatment group and the metabolic capacity of DL- 
alpha-glycerophosphate, hepatose, and L-phenylalanine in the 3rd instar larvae in the tefluthrin and 
deltamethrin treatment groups decreased as compared with those in the control group. [ Conclusion] The 
results indicate that pyrethroid insecticides have notable effects on the structure and metabolic capacity of 
larval gut microbiota of H. armigera. Pyrethroid insecticides reduce the relative abundance of beneficial 
bacteria but increase the relative abundance of pathogenic bacteria in the gut of H. armigera. Short-term 
pyrethroid treatment does not result in the increased abundance of resistant bacteria. The qPCR results 
are similar to the 16S rDNA sequencing and analysis results. Type I and type [|| pyrethroids exhibit 
different effects on the structure and metabolic functions of gut bacteria of H. armigera. 

Key words: Helicoverpa armigera; gut bacteria; bacterial community structure; 168 rDNA ; Biolog-Eco; 


pyrethroids; carbon source 





肠 道 是 生物 体 中 最 大 、 最 复杂 的 生态 系统 ,被 认 
为 是 生物 的 “微生物 器 官 ”(Possemiers et al., 2011; 
Byndloss and Bäumler, 2018), 。 昆 虫 肠 道内 栖息 着 
大 量 微生物 ,它们 与 宿主 相互 影响 ,协同 进化 ,形成 
了 复杂 而 动态 平衡 的 微生物 区 系 (Dilon and 
Chamley, 2002; £ Vu füip3é, 2017). 。 肠 道 微 生 
物 及 其 代谢 产物 参与 宿主 的 营养 代谢 和 免疫 调节 等 
生理 活动 ,同时 能 够 降低 宿主 被 病原 微生物 感染 的 
机 率 ( Dillon and Chamley, 2002; Li et al., 2016) 。 
有 研究 表明 一 些 昆 虫 肠 道 中 的 Gilliamella RT K 
Lactobacillus 和 双 歧 杆菌 Bifidobacterium 参与 合成 果 
胶 降 解 酶 .糖苷 水 解 酶 和 多 糖水 解 酶 等 ,从 而 帮助 宿 
主 消 化 吸收 食物 中 的 营养 成 分 (Engel and Moran, 
2012) ,而 肠 道 菌 群 亲 乱 则 会 引起 宿主 的 免疫 反应 





























失调 \ 肠 屏障 破坏 、 对 病原 体 的 清除 率 降低 ,以 及 存 
活 能 力 下 降 等 病态 现象 (Round and Mazmanian, 
2009; 徐 兴 伟 等 ，2017 )。Cox-Forster 等 (2007) 利 
用 高 通 量 测序 发 现 ,感染 蜂 群 衰竭 失调 病症 (colony 
collapse disorder, CCD) 与 未 感染 CCD 蜂 群 的 肠 道 
优势 菌 群 存在 差异 。 也 有 学 者 发 现 , 肠 道 菌 群 与 宿 
主 抗 药 性 相关 , 如 肠 球菌 能 介 导 小 菜 蛾 Plutella 
xylostella XS FCR BU UE , vb T 118 np VA ETÀ SE MR 
对 毒 死 凰 的 抗 性 ( Xia et al., 2018) ; 棒 象 共生 菌 可 
MEW EX AIEA HIH (Kikuchi et al., 2012) 。 
Wa É RE HIERS AARS EHE — ETE E E n] oc EE R 
的 健康 状况 及 其 对 体内 外 不 良 环 境 的 抵抗 效力 ， 
此 对 杀 虫 剂 等 不 利 因子 存在 条 件 下 肠 道 菌 群 变化 的 
检测 与 分 析 可 一 定 程 度 上 揭示 昆虫 对 这 些 因 子 的 适 
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应 机 制 。 

棉铃 虫 Helicoverpa armigera 是 一 种 世界 性 农业 
害虫 ,食性 广 ,生活 周期 短 ,危害 大 。 拟 除虫菊 酯 类 
杀 虫 剂 是 防治 此 类 害虫 的 常用 杀 虫 剂 ,根据 其 化 学 
结构 及 作用 后 的 症状 ,可 分 为 工 型 拟 除虫菊 酯 和 工 
型 拟 除虫菊 酯 两 大 类 。 工 型 拟 除 虫 菊 酯 不 含 a- 
基 , 如 七 氟 菊 酯 (tefluthrin), 主要 引发 了 综合 征 
( tremor-syndrome) ,表现 为 不 安 、 麻 兽 \. 过 度 兴 奋 及 
身体 震颤 的 症状 ; I 型 拟 除虫菊 酯 含有 a- 氰 基 , 如 
省 氰 菊 酯 ( deltamethrin), 主要 引发 CS 综合 征 
( choreoathetosis-salivation-syndrome ) , 表现 为 动作 失 
调 、 身 体 扭曲 、 抽 搞 、 流 省 等 症状 。 目 前 ,棉铃 虫 已 对 
拟 除虫菊 酯 类 杀 虫 剂 产生 了 严重 抗 药 性 。 基 于 前 述 
昆虫 肠 道 菌 群 与 宿主 抗 药性 相关 的 重要 线索 ,检测 
分 析 拟 除虫菊 酮 类 杀 虫 剂 作用 前 后 棉铃 虫 肠 道 微 生 
物 结构 和 代谢 的 变化 ,对 拟 菊 酯 类 杀 虫 剂 作用 机 理 
以 及 棉铃 虫 抗 药性 机 理 分 析 具 有 重要 意义 。 目 前 尚 
未 见 相 关 报 道 。 

本 研究 通过 16S rDNA 测序 及 Biolog-Eco 分 别 
分 析 饲 喂 普 通 人 工 饲 料 、 售 2% 七 气 菊 酯 ( 型 拟 除 
虫 菊 酯 ) 粉剂 饲料 和 含 2.5% 15 58500) Bi C TE THIS b 
菊 酯 ) 乳 油 饲料 的 栅 铃 虫 幼虫 肠 道 微生物 结构 以 及 
肠 道 微生物 对 31 种 碳 源 代 谢 的 变化 TRACTA URS B 
和 七 氟 菊 酯 对 棉铃 虫 肠 道 菌 群 的 结构 和 代谢 功能 的 
影响 ,分 析 拟 除虫菊 酮 杀 虫 剂 的 作用 机 理 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试 虫 的 饲养 

实验 所 用 棉铃 虫 为 拟 除虫菊 酯 敏感 品系 , 购 自 
中 国 农业 科学 院 植物 保护 研究 所 。 人 饲养 条 件 为 : 温 
FE 25 ~ 28% ,相对 湿度 60% ~ 8096 , 光 周 期 14L: 
10D, 棉铃 虫 善 通 人 工 饲 料 配方 参考 卓 乐 九 等 (1981 ) 。 
1.2 添加 杀 虫 剂 饲料 的 配制 和 试 虫 分 组 处 理 

分 别 配制 2% 七 氟 菊 酯 ( 工 型 拟 除虫菊 酯 ) 粉剂 
fll 2. 596 IRK Pi C 工 型 拟 除虫菊 酯 ) 乳 油 ( 有 效 成 
分 25 g/L) 的 亚 致 死 浓度 (8 mg/L) ,将 普通 人 工 饲 
料 切 成 边 长 为 1 cm 的 小 块 分 别 浸泡 在 药 液 中 ,5 
min 后 将 饲料 取出 , 承 至 半 干 。 棉 铃 虫 2 和 3 TAI 
虫 分 别 饲 喂 普 通 人 工 饲 料 ( 对 照 组 ,SS) 、 含 29 七 
氟 菊 酯 粉剂 饲料 (七 氟 菊 酯 处 理 组 ，Te) ME 2. 596 
省 氰 菊 酯 乳油 饲料 (省 氰 菊 酯 处 理 组 , DM) ,36 h 后 
进行 后 续 操 作 。 
1.3 棉铃 虫 肠 道 基因 组 DNA 的 提取 

随机 选取 体型 大 小 一 致 . 生 长 健康 的 SS, Te 和 






































































































































DM 组 3 龄 幼虫 各 150 K, VURAR PEJ A Z h EF 
75% 的 酒精 中 30 秒 进行 体 表 消毒 ,然后 用 0. 8% 的 
生理 盐水 漂洗 3 次 ,无 菌 条 件 下 解剖 取出 肠 道 , 放 在 
1 mL 玻璃 匀 浆 器 中 ,加 入 少许 0.8% 的 生理 盐水 , 立 
即 进行 匀 浆 ,使 用 Magen Hipure Soil DNA Kit 提取 
肠 道 基因 组 DNA 备用 。 每 个 样品 50 根 肠 道 , 每 组 
设置 3 个 重复 。 
1.4 棉铃 虫 肠 道 细 菌 16S rDNA 扩 增 、 建 库 和 测序 

使 用 金 唯 智 设 计 的 扩 增 原核 生物 16S rDNA 
V3-V4 区 的 引物 , 正 向 引物 :5'-CCTACGGRRBGCA 
SCAGKVRVGAAT-3'; 反 向 引物: 5'-GGACTAC 
NVGGGTWTCTAATCC-3'。 反 应 体系 (25 pL): 
TransStart Buffer 2.5 uL, dNTPs 2 uL, 正 反 向 引物 
(10 mmol/L) 1 uL, TransStart Taq DNA 0.5 pL, 
模板 DNA 20 ng, žb ddH,O 至 25 uL, PCR Jz 
数 : 94% 预 变性 3 min; 94% 变性 5 s, 57% 退火 90 
s, 72% 延伸 10 s, 最 终 72% 延伸 5 min, 24 个 循 
环 。PCR 扩 增 产物 使 用 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 泳 检 验 。 
通过 PCR 向 16S rDNA 的 PCR 产物 末端 加 上 
带 有 Index 的 接头 ,以 便 进 行 NGS 测序 。 使 用 
Agilent 2100 生物 分 析 仪 (Agilent Technologies, Palo 
Alto, CA, 美国 ) 检测 文库 质量 ,并 通过 Qubit 2. 0 
Fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA) 检测 文库 浓 
度 。DNA 文库 混合 后 , 按 Ilumina MiSeq ( Ilumina, 
San Diego, CA, 美国 ) 使 用 说 明 书 进行 PE250/300 XX. 
端 测序 ,由 MiSeq 自 带 的 MiSeq Control Software ( MCS) 
读 取 序列 信息 (苏州 金 唯 吞 生 物 科技 有 限 公司 ) 。 
1.5 qPCR 验证 棉铃 虫 肠 道 细菌 

利用 qPCR 验证 SS, DM 和 Te 棉铃 虫 肠 道中 变 
形 菌 门 (Proteobacteria) 和 厚 壁 菌 门 (Firmicutes ) 高 
通 量 测序 结果 。 并 用 棉铃 虫 肠 道 总 细菌 量 对 这 两 个 
菌 门 进行 相对 定量 。qPCR 引物 设计 在 16S rDNA 
的 保守 区 域内 ,引物 序列 参照 夏 晓 峰 (2014) , 总 细 
菌 定 量 引 物 : 正 向 引物 :5’-CGGCAACGAGCGCAA 
CCC-3'; 反 向 引物 :5'-CCATTGTAGCACGTGTGTGTA 
GCC-3'。 变 形 菌 门 定量 引物 : 正 向 引物 :5'-TCGTCA 
GCTCGTGTYGTGA-3'; 反 向 引物: 5'-CGTAAGGG 
CCATGATG-3'。 厚 壁 阔 门 定量 引物 : 正 向 引物 :5”- 
GGAGYATGTGGTTTAATTCGAAGCA-3'; 反 向 引物 : 
5'-AGCTGACGACAACCATGCAC-3', qPCR 反应 体 
系 (25 uL): SYBR Premix Ex Taq [I (TakaRa) 12.5 
uL, 20 ng 肠 道 细菌 总 DNA 模板 , 正 反 向 引物 (10 
mmol/L) 各 1 uL, 其 余 用 ddH,O 补足 。 三 步 法 
qPCR 扩 增 程序 : 95*C 预 变 性 30 s; 95%C 3 s, 40 次 
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循环 ; 60C 30 s, 95?C 15 s, 60% 1 min, 95*C 15 s, 
qPCR 在 Eppendorf 实时 葡 光 定量 PCR 仪 Realplex2 
上 进行 。qPCR 产物 相对 丰富 度 用 2- "法 计算 
( Livak and Schmittgen, 2001) 。 
1.6 Biolog-Eco 检测 棉铃 虫 幼 虫 肠 道 菌 群 代谢 活性 
Biolog-Eco 技术 可 以 用 于 分 析 微 生物 对 Eco di 
上 31 种 碳 源 的 利用 情况 。Biolog-Eco 板 的 每 孔 平均 
颜色 变化 率 (average well color development, AWCD) 
是 反映 环境 微生物 代谢 活性 , 即 利 用 单一 碳 源 能 
的 重要 指标 。Biolog-Eco 板 的 碳 源 有 31 种 单一 碳 源 
和 空白 对 照 ,每 种 碳 源 和 空白 对 照 有 3 个 平行 。31 
种 碳 源 按 照 化 学 基 团 的 性 质 分 成 6 类 , 即 胺 /氨基 化 
合 物 ARK MK RRK 双亲 化 合 物 类 和 聚合 
物 ( 孔 滨 和 杨 秀 娟 , 2011) 。 分 别 取 对 照 组 (SS) R 
毛 菊 酯 处 理 组 (CDM) 和 七 氟 菊 酯 处 理 组 (Te) 棉铃 虫 
2 VERI 3 龄 幼虫 各 35 3k ,在 无 菌 条 件 下 解剖 取出 肠 
道 , 放 在 1 mL 玻璃 匀 浆 器 中 ,加 入 少许 0.8% 的 生 
理 盐 水 ,立即 进行 匀 浆 ,用 0. 896 生理 盐水 定 容 至 
12.5 mL。 无 菌 条 件 下 将 肠 道 样品 悬浮 液 加 样 到 
Biolog-Eco 微 孔 板 中 , 每 孔 120 uL, 将 加 样 后 的 
Biolog-Eco 板 置 于 30% 恒温 箱 中 培养 ,1 h 后 用 酶 标 














为 物种 分 类 的 OTU ( operational taxonomic units), 
OTU Ven 图 分 析 不 同样 品 中 共有 及 特有 的 OTU 数 
目 。 运 用 Mothur v. 1.30. 1 软件 ,采用 a 多 样 性 指数 
(Shannon, Simpson, Coverage, Chaol, Sobs, Ace) 
分 析 样 品 的 丰富 度 、 均 匀 度 及 覆盖 度 等 ;选用 7 了 检 
验 , 即 在 样本 方差 相等 时 ,分 析 样 本 的 均值 是 否 存在 
显著 性 差异 ,群落 组 成 图 在 不 同 分 类 水 平分 析 物 种 
的 组 成 及 相对 丰 度 ,组 间 差 异性 检验 分 析 不 同 组 间 
物种 是 否 差异 显著 。 









































2 结 


2.1 棉铃 虫 肠 道 细菌 测序 信息 分 析 

SS, DM 和 Te 组 9 个 棉铃 虫 肠 道 样品 共 得 到 有 
效 序列 571 002 条 ,平均 每 个 样品 63 445 条 ,有 效 序 
列 平均 长 度 为 450 bp。 为 了 研究 肠 道 细菌 的 物种 组 
成 多 样 性 ,在 97% 相似 度 下 将 其 聚 类 为 用 于 物种 分 
类 的 OTU。 随 着 测序 深度 增加 ,物种 稀释 曲线 趋 于 
平缓 ,说 明 本 实验 对 样品 的 处 理 已 达到 了 一 定 的 深 
度 和 广度 ,完全 满足 后 续 实 验 分 析 。 此 外 ,全 部 样本 
的 Coverage 指数 都 在 99.5% 以 上 ( 表 1) ,说 明 测序 





仪 读 取 吸 光度 值 ,此 次 读数 设 为 初始 值 ,之 后 每 隔 
24 h 读数 1 次 ,连续 7 ~10 次 。 

棉铃 虫 肠 道 微 生物 代谢 活性 用 每 孔 平均 颜色 变 
化 率 (AWCD ) 表示 ,计算 公式 :AWCD = [ X (A; - 
Ax) ]7n ( 李 文 红 等 , 2018 ) 。 

其 中 ,4; 为 i 和 孔 碳 源 590 nm 下 的 吸光 度 值 减 去 
750 nm 下 的 吸光 度 值 ， ODs 与 OD;s, 的 差 值 大 于 
0. 2 的 为 可 利用 的 碳 源 ;4cx 为 对 照 孔 的 吸光 度 值 。 
n. 为 碳 源 总 数 。 

利用 各 样品 培养 96 h 的 数据 ,利用 下 列 公式 计 
算 棉 铃 虫 3 组 样品 微生物 群落 多 样 性 的 Shannon 指 
Z(H) ( Braun et al., 2006) ffl McIntosh 指数 (U) (Xi 
et al., 2003) : 

H= - XP, xlnP;; 

U=V En., 

其 中 ,P, 为 第 i 和 孔 的 相对 吸光 值 与 整个 平板 相 
对 吸光 值 总 和 的 比值 ;n; 是 第 i 和 孔 的 相对 吸光 值 。 

采用 Microsoft Excel 2010 软件 和 SPSS 软件 进 
行 数据 处 理 和 分 析 , Origin 8. 0 软件 和 Adobe 
Illustrator CS6 软件 作 图 。 
1.7 数据 分 析 

X$ 1.4 节 测 序 原始 数据 进行 过 滤 处 理 ,去 除 共 
合体 ,得 到 优化 序列 ,在 97% 的 相似 度 下 将 其 聚 类 

















量 能 够 覆盖 样本 中 的 绝 大 部 分 物种 。 

SS, DM 和 Te 组 肠 道 样品 共有 的 OTU 数目 为 
209 个 ,SS 与 Te 共有 的 OTU 数目 为 230 个 ,SS 与 
DM 共有 的 OTU 数目 为 219 个 ,DM 与 Te 共有 的 
OTU 数目 为 220 个 。SS 特有 的 OTU 为 9 个 ,Te 特 
有 的 OTU 数目 为 22 个 ,DM 特有 的 OTU 数目 为 14 
个 。 这些 数据 说 明 SS, DM 和 Te 之 间 有 相同 的 菌 
群 ,但 也 有 差异 (图 1)。 


DM Te 


ZS 
(XA 


图 1 棉铃 虫 3 龄 幼虫 肠 道 细菌 OTUs Ven 图 


Fig. 1 Venn diagram of gut bacteria in the 3rd instar 














larvae of Helicoverpa armigera 
DM; fun 2. 5% 15. 55, 23 PR FL TO D] SE B] Ab JR ZH. Treatment. group. fed 
with the diet containing 2. 596. deltamethrin emulsifiable concentrate; 
SS. 饲 喂 普通 人 工 饲 料 的 对 照 组 Control. group fed with the normal 
artificial diet; Te; 饲 咽 2% 七 氟 菊 酯 粉剂 饲料 的 处 理 组 Treatment 
group fed with the diet containing 246 tefluthrin powder. 下 同 The same 



































below. 








10 $ 姜 笑 维 等 : 七 氟 菊 酯 和 省 氰 菊 酯 对 棉铃 虫 肠 道 菌 群 的 影响 1187 














2.2 棉铃 虫 肠 道 细菌 物种 组 成 
对 肠 道 菌 群 测序 的 OUT 进行 物种 注释 ,在 门 
(phylum ) 水 平 主要 有 厚 壁 菌 门 (Firmicutes) 变形 菌 
门 ( Proteobacteria ) 、 拟 杆菌 门 (Bacteroidetes ) , Y j5& 
VR I] ( Cyanobacteria ) 、 放 线 菌 门 (Actinobacteria ) 和 
异常 球菌 - 栖 热 菌 门 (Deinococcus-Thermus ) 。 其 中 ， 
厚 壁 菌 门 .变形 阔 门 、 拟 杆菌 门 和 蓝 汇 菌 门 占 90% 
以 上 ,属于 优势 菌 门 。SS 组 中 第 1 优势 菌 门 为 拟 杆 
菌 门 (50.2% ) ,第 2 优势 菌 门 是 厚 壁 菌 门 (38. 1% ) , 
A 1.0 
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第 3 优势 菌 是 变形 菌 门 (7. 3%), 蓝藻 菌 门 占 
1.6%。DM 组 中 第 1 优势 菌 门 是 厚 壁 阔 门 
(50. 6% ) ,第 2 优势 菌 门 是 变形 菌 门 (26.1% ) ,第 3 
优势 菌 门 是 蓝藻 菌 门 和 拟 杆菌 门 ( 分 别 占 10.8% 和 
6.5% ) 。 七 氟 菊 酯 组 (Te) 中 第 1 优势 菌 门 是 厚 壁 苗 
门 (51.3% ) ,第 2 优势 菌 门 是 变形 菌 门 (29.1% ) ， 
第 3 优势 菌 门 是 拟 杆菌 门 (13.5% ), 蓝 细菌 门 占 
2.99 (图 2: A), 5 SS 相 比 ,DM 和 Te 的 厚 壁 菌 门 
和 蓝藻 菌 门 相对 丰 度 升 高 , 拟 杆菌 门 相对 丰 度 下 降 ， 
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图 2 棉铃 虫 3 龄 幼虫 肠 道 细菌 在 门 (A) 和 属 (B) 水 平 的 组 成 


Fig. 2 Proportional composition of gut bacteria in the 3rd instar larvae of Helicoverpa armigera at the phylum (A) and genus (B) levels 
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但 差异 不 显著 (已 >0.05) (El 3: A) , qPCR 检测 结 
果 如 图 4 所 示 ,省 握 菊 酯 处 理 组 和 七 氟 菊 酯 处 理 组 
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棉铃 虫 3 龄 幼虫 肠 道 细菌 中 厚 壁 菌 门 占 比 大 于 对 照 
组 的 ,此 结果 与 16S rDNA 测序 分 析 绪 果 相似 。 
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图 3 棉铃 虫 3 龄 幼虫 肠 道 细菌 门 (A) 和 属 (B) 水 平 的 相对 丰 度 差异 图 








Fig. 3 Relative abundance differences at the phylum ( A) and genus (B 

















levels of gut bacteria 


in the 3rd instar larvae of Helicoverpa armigera 
图 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 , 星 号 示 差 异 显著 (P<0.05, 单 因 素 方差 分 析 ,95% 置信 区 间 ) ;. Data in the figure are mean + SD, and the asterisk 
indicates significant difference (P <0.05, one-way ANOVA analysis, 95% confidence interval). 

















在 属 水 平 (图 2: B) ,与 SS 相 比 ,DM 和 Te 的 拟 
杆菌 属 Bacteroides 、 假 单 胞 菌 属 Pseudomonas 和 普 氏 
菌 属 Prevotella 相对 丰 度 下 降 。 狭 义 权 菌 属 
Clostridium sensu stricto 1 ,norank f Peptostreptococcaceae 、 
PL R A JE Weissella、 埃 希 菌 属 - 志 贺 氏 菌 属 
Escherichia-Shigella 、 盐 单 胞 菌 属 Halomonas 的 相对 
丰 度 上 升 。 其 中 , 盐 单 胞 菌 属 Halomonas 的 相对 让 

















度 显 著 升 高 (P<0.05) (图 3: B), 
2.3 棉铃 虫 肠 道 细菌 多 样 性 

基于 16S rDNA 测序 对 DM, SS 和 Te 3 组 样品 
中 细菌 a 多 样 性 进行 分 析 , 结 果 如 表 1 所 示 ,3 组 样 
品 的 a 多 样 性 指数 均 无 显著 性 差异 (P >0.05)。 基 
于 Biolog-Eco 实验 的 细菌 多 样 性 指数 分 析 结 果 如 表 
2 所 示 , 2 龄 幼虫 期 各 组 的 Shannon 指数 和 McIntosh 
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图 4 ”qPCR 检测 棉铃 虫 3 龄 幼虫 肠 道 细菌 门 水 平 相对 丰 度 


Fig. 4 Relative abundance of gut bacteria at the 











phylum level in the 3rd instar larvae of Helicoverpa 


armigera by qPCR 





指数 没有 显著 性 差异 (P >0.05)。3 龄 幼虫 期 DM 
组 MeIntosh 指数 有 显著 (P <0. 05) KR. 2 龄 幼虫 
期 各 组 的 Shannon 指数 和 McIntosh 指数 均 大 于 3 龄 
期 的 。 
2.4 棉铃 虫 幼 虫 肠 道 菌 群 代谢 活性 

根据 AWCD 计算 公式 ,本 研究 中 SS, DM 和 Te 
组 棉铃 虫 幼 虫 肠 道 样品 中 细菌 利用 31 种 碳 源 的 
AWCD 变化 曲线 如 图 5 所 示 , 随 着 培养 时 间 的 延长 ， 
AWCD 值 基 本 持续 升 高 ,说 明 肠 道 细菌 对 碳 源 的 利 
用 力 呈 逐渐 增加 的 趋势 。 不 同 组 中 2 龄 幼虫 的 
AWCD 值 均 大 于 3 龄 幼虫 的 (图 $: A -C), 说 明 2 
龄 幼虫 的 代谢 要 高 于 3 龄 幼虫 的 。2 龄 幼虫 肠 道 样 
品 中 ,SS, Te 和 DM 组 的 AWCD 值 相似 ,Te 的 稍 高 
(Fd 5: D);3 龄 幼虫 肠 道 样品 中 , Te 的 AWCD 稍 
高 ,DM 的 AWCD 值 最 低 ( 图 5: E). 























Table 1 Alpha diversity indices of gut bacteria in the 3rd instar larvae of Helicoverpa armigera 


表 1 基于 16S rDNA 测序 的 棉铃 虫 3 龄 幼虫 肠 道 细菌 a 多样 性 指数 


based on 16S rDNA sequencing 





npe nu Sobs Shannon Simpson Ace Chaol Coverage 
DM 193.33 +14.572 3.5202 +0.820 0.071456 +0.060 200.49 215.058 206.44 220.209 0.99954 
SS 188.67 +20.108 3.2071 +0.514 0.125140 +0.070 204.27 +12.474 203.23 +13.458 0.99926 
Te 199.33 +27.227 3.6317 +0.564 0.063787 +0.044 206.93 +28.535 208.30 +33.605 0.99953 
P (DM ss SS) 0.7626 0.6105 0.3731 0.7554 0. 8321 0.4119 
P (SS vs Te) 0.6166 0.3901 0.2820 0. 8925 0. 8260 0.2093 
P (DM ss Te) 0.7582 0.8567 0. 8674 0.7522 0.9391 0.9717 


表 中 数据 为 平均 值 上 标准 误 , 运 用 了 检验 检测 每 两 组 之 间 同 一 指数 在 0. 05 水 平 是 否 具有 显著 性 差异 。 














Data in the table are mean + SE. 


Significance of difference in the same index between every two groups at the 0. 05 level is compared by T-test. 


X2 基于 Biolog-Eco 实验 的 棉铃 虫 幼 虫 
肠 道 细菌 多 样 性 指数 


Table 2 Diversity indices of larval gut bacteria of 
Helicoverpa armigera based on Biolog-Eco assay 


幼虫 龄 期 ” 人 处理 组 





多 样 性 指数 Diversity indices 











Larval Treatment 
和 groups Shannon McIntosh 
SS 2.5644 +0.0938 a 3.9727 €0.8447 a 
248 
id DM 2.4700 «0.0968 a 3.1498 «0.7000 a 
2nd instar 
Te 2.6361 +0.0906 a 3.5747 +0.7468 a 
SS 2.1362 +0.1075a 2.4858 +0.4757 b 
3 ilit 


DM 2.3009 x0.1010a 1.8950 x0.2822 c 


Te 2.5143 +0.0933 a 2.5338 £0.4895 b 
表 中 数据 为 平均 值 + 标准 差 , 同 列 数 据 后 标 有 不 同 小 写字 母 的 数据 
间 差 异 达 到 显著 水 平 (P «0.05, ŽEK TE). Data in the table 


are mean + SD, and those followed by different lowercase letters in the 


3rd instar 











same column are significantly different ( P «0.05, one-sample T-test). 


为 分 析 棉 铃 虫 肠 道 细菌 对 不 同类 型 碳 源 的 利用 
情况 ,调查 1-168 h 各 肠 道 样品 在 Biolog-Eco 板 上 

















的 读数 ,结果 如 表 3 所 示 ,SS, Te 和 DM 组 都 能 代谢 
的 碳 源 :a- 环 式 糊 精 、D- 纤 维 二 糖 、a-D- 乳 糖 、B- 甲 
基 -D- 葡 萄 糖苷 、.D- 木 糖 、.D- 甘 露 醇和 N- 乙 酰 -D- 葡 萄 
糖 胺 7 种 ,其 中 a- 环 式 糊 精 是 聚合 物 ,其 他 是 糖 类 ; 
都 不 能 利用 的 碳 源 :D- 和 葡萄 糖 胺 酸 、D- 半 乳糖 酸 内 
酯 ,2- 羟 基 茶 甲酸 、y- 羟 基 丁 酸 、L- 苏 氨 酸 和 腐 胺 
6 种 。 

DM 组 2 龄 幼虫 肠 道 细菌 对 丙酮 酸 甲 酯 4- 羟基 
EER \ 衣 康 酸 、D- 苹 果 酸 、.a- 丁 酮 酸 、 葵 乙 胶 、L- 天 
门 冬 氨 酸 和 DD- 半 乳糖 醛 酸 的 代谢 能 力 降低 ;Te 组 2 
龄 幼虫 肠 道 细菌 对 LUN RU LL-22 AR, HA- 
L-/5- 4: BAILA EBERT E CREE. ,对 工 -天 门 冬 氮 酸 、 
D- 苹 果 酸 和 D- 半 乳糖 醛 酸 的 代谢 能 力 下 降 。DM 组 
3 龄 幼虫 肠 道 细菌 对 1- 磷 酸 葡 萄 糖 、DL-a- 磷 酸 甘 
油 \ 肝 糖 和 工 - 葵 丙 氨 酸 的 代谢 能 力 下降 ;Te 组 3 龄 
幼虫 肠 道 细菌 对 DL-a- 磷 酸 甘油 、. 肝 糖 和 LL- 葵 丙 氮 
酸 的 代谢 能 力 下 降 。 
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图 5  Biolog-Eco 检测 棉铃 虫 幼虫 肠 道 细 菌 AWCD 随 培养 时 间 的 变化 








Fig. 5 Changes in AWCD of larval gut bacteria of Helicoverpa armigera with culturing time detected by Biolog-Eco 
A, B, C: 分 别 为 SS (A), DM (B) Te (C) H2 和 3 龄 幼虫 在 1 -168 h 内 肠 道 细菌 的 AWCD 随时 间 变 化 情况 AWCD change in the gut bacteria 
of the 2nd and 3rd instar larvae in SS (A), DM (B) and Te (C) groups, respectively, within 1 2 168 h. D, E: 分 别 为 SS, DM fill Te 2H 2 fit ( D) fH 
3 NS (E) Zi 1E 1-168 h 内 肠 道 细菌 的 AWCD 随时 间 变 化 情况 AWCD change in the gut bacteria of the 2nd instar (D) and 3rd instar (E) larvae in 























SS, DM and Te groups, respectively, within 1 - 168 h. AWCD: 平均 颜 


色 变 化 率 , 反 映 环境 微生物 代谢 活性 Average well color development, 








reflecting the metabolic activity of environmental microorganisms. 2 SS, 3 SS; 分 别 为 SS 组 的 2 和 3 龄 幼虫 2nd and 3rd instar larvae in SS group, 





respec 





龄 幼虫 2nd and 3rd instar larvae in Te group, respectively. 


3 讨论 


昆虫 肠 道 菌 群 与 昆虫 的 健康 状况 密切 相关 ,与 
昆虫 的 抗 药性 也 有 一 定 关 系 ( 李 文 红 等 ,2018 ; Xia 
et al., 2018) ,因此 ,研究 溴 氰 菊 酯 和 七 氢 菊 酯 作用 








ively; 2 DM, 3 DM: 分 别 为 DM 组 的 2 和 3 龄 幼虫 2nd and 3rd instar larvae in DM group, respectively; 2 Te, 3 Te; 分 别 为 Te 组 的 2 和 3 


后 棉铃 虫 肠 道 菌 群 的 结构 和 代谢 变化 ,一 定 程度 上 
有 助 于 分 析 肠 道 苦 群 与 棉铃 虫 抗 药性 的 联系 ,从 不 
同 角度 阐明 拟 除虫菊 酯 类 杀 忠 剂 的 作用 机 理 。 

16S rDNA 测序 结果 表明 棉铃 虫 肠 道 菌 群 主要 
属于 6 个 阔 门 ,分 别 是 厚 壁 菌 门 、 变 形 菌 门 、 拟 杆菌 
门 ERAT] . 放 线 菌 门 和 异常 球菌 - 栖 热 阔 门 (图 
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表 3 棉铃 虫 幼虫 肠 道 细菌 对 Biolog-Eco 板 上 碳 源 的 利用 情况 


Table 3 Use of carbon substrates on Biolog-Eco plate by larval gut bacteria of Helicoverpa armigera 


碳 源 化 学 类 别 
底 物 
Chemical groups of 
Substrates 


SS DM Te 





2 龄 3 龄 2 龄 3 龄 2 龄 3 ilit 































































































carbon substrates 2nd instar 3rd instar 2nd instar 3rd instar 2nd instar 3rd instar 
丙酮 酸 甲 酯 Pyruvic acid methyl ester $ e m " E i 
DM 1 -磷酸 葡萄 糖 Glucose-1 -phosphate 十 十 十 一 十 十 
DL-a- 磷 酸 甘 油 DL-a-Glycerol phosphate * * " E F - 
吐 温 40 Tween-40 H - F 2 E E 
聚合 物 吐 温 80 Tween-80 4 in M " M n 
Polymer a- 环 式 糊 精 o-D-Cyclodextrin 2 2 " M " 
肝 糖 Glycogen + " à - x " 
D- 纤 维 二 糖 D-Cellobiose + + A x 
Q-D- 乳 糖 a-D-Lactose + + " A " Y 
p-FH3&-D-A8 7 EY B-Methyl-D-glucoside ES 十 十 十 十 十 
糖 类 D- 木 糖 D-Xylose ES E M E. 4 * 
Carbohydrates JAERI 1-Erythritol - z 5 E n = 
D-H RISE D-Mannitol + + à " E " 
N- 乙 酰 -D- 葡 萄 糖 胶 N-Acetyl-D-glucosamine + + + y di $ 
D-AE AWR D-Glucosaminic acid £ - E - - - 
D- 半 乳糖 酸 内 酯 D-Galactonic acid latone 一 E E 2 三 
D- 半 乳糖 醋酸 D-Galacturonic acid à E p d p - 
2- 羟 基 葵 甲酸 2-Hydroxy benzoic acid E - 三 ES 5 E 
RRK 4-X&XtAE H R 4-Hydroxy benzoic acid ES - 到 - 到 - 
Carboxylic acids y- 羟 基 丁 酸 y-Hydroxy butyric acid - - - - E H 
AK BRE Itaconic acid 十 E. T i - £ 
a- T BRE a-Keto butyric acid n - ES zi 4 二 
D- 苹 果 酸 D-Malic acid E - z - - " 
L- 精 氨 酸 L-Arginine P à à - 3d " 
L- 天 门 冬 氨 酸 L-Asparagine + = E 2 E 2 
氨基 酸 L- 茶 丙 氨 酸 L-Phenylalanine - " - E: " E 
Amino acids L-22 A L-Serine E z - z 5 - 
L- 苏 氨 酸 L-Threonine z " v - H " 
甘 氨 酰 -L- 谷 氨 酸 Glycyl-L-glutamic acid = E - x " £ 
胺 /氨基 化 合 物 AE Z it Phenylethylamine H z z E H - 
Amines/amides 腐 胺 Putrescine a z E 2 n 








加 减 号 分 别 表 示 能 够 被 利用 与 不 能 被 利用 的 碳 源 。The tested carbon substrates that could be utilized and not be utilized are indicated by plus and 





minus symbols, respectively. 





2: A)。 其 中 厚 壁 菌 门 、 变 形 菌 门 . 拟 杆菌 门 和 蓝藻 
菌 门 占 90% 以 上 ,属于 优势 菌 门 。 对 照 组 省 氰 菊 
酯 处 理 组 和 七 氟 菊 酯 处 理 组 棉铃 虫 肠 道 菌 群 的 菌 门 
种 类 基本 一 致 , 比例 有 所 不 同 ,省 握 菊 酯 处 理 组 和 七 
氛 菊 酯 处 理 组 的 厚 壁 菌 门 相 对 丰 度 比 对 照 组 高 
12% , 拟 杆菌 相对 丰 度 比 对 照 组 分 别 低 44.7% 和 
36.7% ,蓝藻 菌 门 分 别 是 对 照 组 的 3 和 2 倍 (图 3: 
A). 与 对 照 组 相 比 , 溴 氰 菊 酯 处 理 组 和 七 气 菊 酶 处 
理 组 棉铃 虫 肠 道 菌 群 的 拟 杆 菌 属 Bacteroides 、 假 单 























胞 菌 属 Pseudomonas 和 普 氏 菌 属 Prevotella 的 相对 丰 
度 降 低 。 盐 单 胞 菌 属 Halomonas、 狭 义 梭 菌 属 
Clostridium sensu stricto 1 ,norank f Peptostreptococcaceae ,, 
魏 斯 氏 菌 属 Weissella、 埃 希 菌 属 - 志 痪 开阔 属 
Escherichia-Shigella 、 盐 单 胞 菌 属 Halomonas 的 相对 
丰 度 升 高 。 其 中 , 盐 单 胞 菌 属 Halomonas 的 相对 丰 
度 显著 (已 <0.05 ) 升 高 (图 3: B)。 

拟 杆 菌 属 Bacteroides 和 普 氏 菌 属 Prevotella 对 
于 加 固 肠 上 皮 、 维 持 肠 道 功能 具有 重要 意义 ,特别 是 
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拟 杆 菌 属 对 肠 道 的 保护 作用 尤为 重要 (部 艺 等 ， 
2014) ;此 外 , 拟 杆 菌 属 Bacteroides 对 糖 代 谢 起 到 调 
节 作 用 (Tao, 2014) 。 假 单 胞 菌 属 Pseudomonas 对 昆 
虫 病原 真菌 的 持 抗 作用 ( Indiragandhi et al., 2008) 
等 。 饲 喂 含 涡 氰 菊 酯 和 七 氟 菊 酯 的 饲料 后 , 析 铃 虫 
肠 道中 拟 杆 菌 门 (Bacteroides)、 假 单 胞 戎 属 
Pseudomonas 和 普 氏 菌 属 Prevotella 的 相对 丰 度 下 
降 ,可 能 会 导致 棉铃 虫 肠 道 保护 作用 下 降 ,免疫 力 降 
低 ,使 棉铃 虫 更 易 死 亡 。 本 研究 中 相对 丰 度 升 高 的 
菌 中 有 些 是 动物 致 病菌 ,如 狭义 梭 菌 属 Clostridium 
sensu stricto 1 能 够 引起 食物 中 毒 和 坏死 性 肠炎 等 疾 
JÀ ( Bryant and Stevens, 2010; Kiyonobu et al., 
2019) ,破坏 宿主 的 免疫 反应 (Ellemor et al., 1999; 
Bryant et al., 2000) ,引起 肠 毒素 血 症 ,破坏 血 脑 屏 
障 等 (Linden et al., 2019) 。 

Biolog-Eco 实验 发 现 , 随 着 培养 时 间 的 延长 ， 
AWCD 值 基 本 持续 升 高 (图 5) ,说 明 棉 铃 虫 幼虫 肠 
道 细菌 对 碳 源 的 利用 旦 逐渐 增加 的 趋势 ,2 龄 幼虫 
对 碳 源 的 利用 高 于 3 龄 幼虫 。 省 氰 菊 酯 处 理 组 能 
利用 的 碳 源 种 类 最 少 。 省 氰 菊 酯 处 理 组 2 龄 幼虫 肠 
道 细菌 对 凑 酸 类 碳 源 的 代谢 能 力 下 降 ,七 气 菊 酯 处 
理 组 对 氨基 酸 类 代谢 能 力 增强 ,七 气 菊 酯 处 理 组 和 
省 氰 菊 酯 处 理 组 3 龄 幼虫 肠 道 细菌 对 DL-a- 磷 酸 甘 
1\ 肝 糖 和 工 - 茶 丙 氨 酸 等 碳 源 的 利用 能 力 下 降 ( 表 
3) 。 但 是 多 样 性 分 析 发 现 ,各 组 肠 道 菌 群 多 样 性 和 
丰 寅 度 没有 形成 明显 差异 ( 表 1) 。 棉 铃 虫 2 龄 幼虫 
肠 道 菌 群 的 多 样 性 和 丰富 度 比 3 龄 幼虫 的 有 优势 
( 表 2) 。 七 氟 薄 酯 和 澳 氟 菊 酯 处 理 的 棉铃 虫 的 幼虫 
肠 道 细 硝 的 代谢 功能 不 同 ,可 能 与 七 氟 菊 酯 和 澳 氰 
菊 酯 的 化 学 结构 不 同 有 关 ,七 氟 菊 本 是 工 型 拟 除 虫 
菊 酯 ,不 含有 a- 氰 基 , 而 浊 氰 菊 酯 是 荆 型 拟 除虫菊 
酯 ,含有 a- 氰 基 。 有 研究 表明 T 型 拟 除虫菊 酯 和 开 
型 拟 除 虫 菊 酮 的 作用 机 制 可 能 有 很 大 区 别 
( Breckenridge et al., 2009) ,这 两 种 拟 除 虫 菊 酯 的 结 
构 差 异 可 能 是 导致 棉铃 虫 的 肠 道 菌 群 结构 和 功能 
异 的 原因 之 一 。 

本 研究 检测 了 七 气 菊 酯 和 省 氰 菊 醋 对 棉铃 虫 肠 
道 菌 群 结构 和 代谢 的 影响 ,结果 显示 拟 除 虫 薄 酯 可 
改变 棉铃 虫 肠 道 菌 群 的 结构 ,主要 是 使 益生 菌 的 相 
对 丰 度 降低 , 致 病菌 的 相对 丰 度 升 高 。 研 究 结果 对 
开展 肠 道 微生物 的 功能 研究 有 重要 参考 价值 ,为 拟 
除虫菊 酯 类 杀 虫 剂 对 棉铃 虫 作用 机 制 分 析 提 供 了 参 
考 ,也 为 通过 肠 道 菌 群 调控 治理 槐 铃 虫 的 抗 药性 提 
供 了 新 思路 。 
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